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"See your world through my eyes:  
A universe so vast as to be immeasurable 
















There  are  two  types  of  adipose  tissue  in  the  human  body. White  adipose  tissue 
(WAT)  stores  energy, while  brown  adipose  tissue  (BAT)  consumes  it.  BAT  can  be 







these  conditions  is  growing  worldwide,  leading  to  a  global  health  issue  and 
socioeconomic problem. This poses a great need for rapid and affordable means of 
studying fat tissue. 







The  aim  was  to  develop  and  test  MRI  methods  for  detecting,  quantifying  and 
examining  BAT.  The methods  include  in‐phase  and  out‐of‐phase  (in/opp)  imaging, 
signal‐fat‐fraction  (SFF)  analysis  based  on  the  Dixon  method,  T2*  relaxation  time 




















Ihmiskehossa  on  kahdenlaista  rasvakudosta.  Valkoinen  rasva  (WAT)  varastoi 
energiaa, ruskea rasva (BAT) kuluttaa sitä. Kylmäaltistus voi aktivoida ruskean rasvan 
tuottamaan  lämpöä. Aikuisilla on hankinnaista  "beige"  tai  "brite"  ‐rasvaa,  joka on 
muuntunutta  valkoista  rasvaa.  Pitkittyneessä  kylmäaltistuksessa WAT‐solut  voivat 
ulkonäöltään  ja  toiminnaltaan  muuntua  BAT‐solujen  kaltaisiksi,  mutta 
tapahtumasarja voi kulkea myös toiseen suuntaan. Aikuisella  ihmisellä BAT on siis 
sekoitus  eri  asteisesti  kypsyneitä  ruskeita  ja  valkoisia  rasvasoluja,  joiden 
triglyseridipitoisuus muuttuu liukuvasti. 
Ihmisellä  BAT  on  vahvasti  insuliiniherkkää.  BAT:n määrän  ja  aktiivisuuden  vähen‐
tymisellä voi olla merkitystä lihavuudessa ja aikuisiän diabeteksessa. Näiden esiinty‐
minen on globaalisti kasvussa, mikä  johtaa maailmanlaajuisiin  terveysongelmiin  ja 
sosioekonomisiin  ongelmiin.  On  siis  tarvetta  nopeille  ja  edullisille  tavoille  tutkia 
rasvakudosta. 
BAT:n  sijaintia  ja  aktivoitumista  on  tutkittu  18F‐fluorodeoksiglukoosipositroni‐
emissio‐tomografialla (18FDG‐PET/CT), jossa aiheutuu sädealtistus suonensisäisestä 
radioaktiivisesta  merkkiaineesta  ja  tietokonetomografiakuvauksesta.  Kudoksen 
rakenne‐eroista  sekä  vesi‐  ja  rautapitoisuudesta  johtuen  magneettiresonanssi‐
kuvantaminen  (MRI)  mittaa  luotettavasti  BAT:n  tilavuutta  ja  vesipitoisuutta. 
Menetelmänä se on kajoamaton, turvallinen ja helpommin saatavissa kuin PET. 
Tavoitteena  oli  kehittää  ja  testata MRI‐menetelmiä  ruskean  rasvan  toteamiseen, 
mittaamiseen  ja  arviointiin.  Menetelminä  olivat  in‐phase/out‐of‐phase  (in/opp)  ‐
kuvantaminen,  dixon‐menetelmään  perustuva  signaalirasvasuhdekuvantaminen 
(SFF),  T2*‐relaksaatioaikakartoitus  sekä  yksittäisen  vokselin  protonimagneetti‐
spektroskopia  (1H  MRS).  Tuloksiemme  mukaan  MRI‐menetelmät  pystyvät  arvioi‐
maan  rasvan  triglyseridipitoisuutta  kylmäaktivaatiosta  riippumatta  ja  ilman 
säderasitusta.  Osoitimme  myös,  että  solisluun  alapuolisen  BAT‐kertymän 
triglyseridipitoisuus voi olla kehon insuliiniherkkyyden itsenäinen merkkitekijä. 










































































































ATP      Adenosine Triphosphate 
B0      Magnetic Field (Static) 
BAT      Brown Adipose Tissue 
BMI      Body Mass Index 
BOLD      Blood‐oxygen‐level Dependent 
CO2      Carbon Dioxide 
CT      Computed Tomography 
DWI      Diffusion Weighted Imaging 
ECG      Electrocardiogram 
FA      Flip Angle 
18FDG      [18F]‐2‐fluoro‐2‐deoxy‐D‐glucose 
18FTHA     [18F]‐fluoro‐6‐thia‐heptadecanoic acid 
FFA      Free Fatty Acid 
FFE      Fast Field Echo 
fMRI      Functional Magnetic Resonance Imaging 
FOV      Field of View 
1H MRS    Proton Magnetic Resonance Spectroscopy 
HDL      High Density Lipoprotein 
HU      Hounsfield Unit 
IDF      International Diabetes Federation 
in/opp     In‐phase and Out‐of‐phase 
IRT      Infrared Thermography 
LDL      Low Density Lipoprotein 
M0      Net Magnetization 
MR      Magnetic Resonance 
MRI      Magnetic Resonance Imaging 
MRS      Magnetic Resonance Spectroscopy 
NMR       Nuclear Magnetic Resonance  
NMV      Net Magnetization Vector 
OGTT      Oral Glucose Tolerance Test 
15O H2O    [15O]‐water 
PET      Positron Emission Tomography 
PET/CT  Positron  Emission  Tomography  combined  with  Computed 
Tomography 
PET/MRI  Positron  Emission  Tomography  combined  with  Magnetic 
Resonance Imaging 
RF  Radio Frequency 
ROI      Region of Interest 
Abbreviations 
SD      Standard Deviation 
SFF      Signal‐Fat‐Fraction 
SI      Signal Intensity 
SPIR      Spectral Presaturation with Inversion Recovery 
SUV      Standard Uptake Value 
T      Tesla 
T1      Spin‐lattice (longitudinal) relaxation time 
T2      Spin‐spin (transverse) relaxation time 
T2*      Effective spin‐spin (transverse) relaxation time 
T2DM      Type 2 Diabetes Mellitus 
TE      Echo Time 
TR      Time of Repetition 
UCP‐1      Uncoupling Protein 1 
US      Ultrasonography 
VOI      Volume of Interest 
WAT      White Adipose Tissue 
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dying  each  year  as  a  result  of  being  overweight  or  obese  (WHO  2013).  Once 
associated with  high‐income  countries,  obesity  is  now also  prevalent  in  low‐  and 
middle‐income countries. The  tremendous  rise  in  the  incidence of  type 2  (T2DM) 
diabetes has been attributed to the worldwide  increase  in obesity,  resulting  from 
excess calorie intake and lack of physical exercise (WHO 2016).  




We  lack  effective  treatment  and  prevention  options  because  we  do  not  fully 
understand the mechanics of obesity. With  increased research across a variety of 
innovative  areas, we may  expect  to  address  the  impact  obesity will  have  on  the 
public  health  in  the  near  future.  Among  other  interesting  concepts  for  obesity 
research, brown adipose tissue (BAT) has been catching the attention of scientists 
during the last few years.  
BAT  is  specialized  fat  tissue  that  burns  energy  for  thermogenesis,  as  opposed  to 
white adipose  tissue  (WAT), which  stores energy. Until a  few years ago, BAT was 
thought  to  be  functionally  important  only  in  small  mammals  and  infants,  with 
negligible  physiological  relevance  in  adult  humans.  Three  studies  published 




that  the prevalence  gradually  decreases with  age  (Drubach  et  al.  2011). Outdoor 
temperature, age, sex, BMI, and diabetic status have been identified as determinants 
of the prevalence, mass, and glucose uptake activity of BAT (Ouellet et al. 2011). In 
adult  humans,  the  amount  of  BAT  is  small,  and most  prominent  BAT  depots  are 






cellularity,  but  this  invasive  procedure  is  not  a  feasible  tool  for  clinical  practice. 
Positron emission tomography  (PET)  is currently considered the gold standard for 
14  Introduction 
assessing  the metabolic  activation of BAT.  In  this  technique,  short‐lived positron‐




Magnetic  resonance  imaging  (MRI)  allows  for  high  resolution  and  good  tissue 
contrast  imaging  of  the  fat  tissue  without  the  radiation  exposure.  Specialized 









organ  with  a  discrete  anatomy,  specific  vascular  and  nerve  supplies,  complex 
cytology,  and  high  physiological  plasticity.  This  organ  is  distributed  in  several 
locations  around  the  body,  the  main  areas  being  below  the  skin  (subcutaneous 
depots) and in the trunk (visceral depots). It contributes to several crucial survival 
needs  in a mammal body,  including  thermogenesis,  lactation,  immune responses, 
and fuel for metabolism. (Cinti 2011, 2012) 
Adipose tissue is one of the main types of connective tissue. It is composed mostly of 
adipocytes,  but  also  contains  vascular  structures  and  fibroblasts.  In  recent  years, 
adipose tissue has been recognized as a major endocrine organ, producing hormones 
such  as  leptin,  estrogen,  resistin,  and  the  cytokine  TNFα.  Adipocytes  contain  a 
significant amount of  lipids  in  intracellular  lipid droplets. The  two types of adipose 
tissue are WAT, which stores energy, and BAT, which generates body heat. (Cinti 2012) 
2.1.1 White adipose tissue 
In  humans,  white  adipose  tissue  is  located  beneath  the  skin  (subcutaneous  fat), 









Obesity  results  in  an  ectopic  accumulation of  fat  in WAT,  as well  as  in  abnormal 






























mitochondria,  which  contribute  to  the  brownish  appearance  of  the  tissue  (Cinti 
2006).  BAT  is  well‐vascularized  tissue  with  a  network  of  blood  vessels  and 
noradrenergic nerve endings (Cinti 2009). In addition, BAT exclusively expresses the 









(Lahesmaa  et  al.  2014)  and  glucocorticoid  hormones  (Scotney  et  al.  2017).  In 












the  interscapular area, while adults possess  'inducible thermogenic BAT', which  is 

































perfusion  in  BAT  (Orava  et  al.  2011).  BAT  volume  is  significantly  associated with 














including  insulin resistance, alterations  in glucose and  lipid metabolism,  increased 
blood  pressure,  and  visceral  obesity.  Each  of  the  components  increases  the 
cardiovascular  risk,  but  the  combination  of  factors  is  more  important.  Insulin 
resistance is the factor most frequently associated with the singular components of 
the syndrome. (Moller and Kaufman 2005) 
However, visceral obesity seems to be the main driving  factor due to  the  increased 
production  of  free  fatty  acids, which  seems  to  interfere with  the  action  of  insulin. 
Weight  gain  and  obesity  has  been  shown  to  be  a  strong  predictor  of  metabolic 
syndrome. Interventions to treat visceral obesity by means of losing weight seem to be 
the  most  efficacious  way  to  treat  metabolic  syndrome,  thus  improving  the  most 
widespread cardiovascular risk factor in western countries. (Bosello and Zamboni 2000) 


























complications  (atherosclerosis  leading  to  coronary  heart  disease,  cerebrovascular 
disease, and peripheral arterial disease) and microvascular complications (diabetic 
retinopathy,  nephropathy,  and  neuropathy)  (Konig  et  al.  2013).  T2DM  primarily 
occurs as a result of obesity and a sedentary lifestyle (Hamilton, Hamilton, and Zderic 




Rates  of  T2DM  have  increased markedly  in  recent  years  in  parallel with  obesity. 
According to the International Diabetes Federation (IDF), the worldwide prevalence 
of diabetes mellitus in 2011 was 366 million and will increase to 439 million adults 
(or  7.7%  comparative  prevalence)  by  2030.  In  addition,  in  2011,  the  worldwide 






















detection  of  normal  and  pathological  structures  and  at  the  determination  of  the 
relative uptake of the PET tracer, expressed as standard uptake value (SUV). Static 
scanning is typically used with tracers displaying delayed tissue metabolic clearance, 
such  as  18FDG  or  [18F]‐fluoro‐6‐thia‐heptadecanoic  acid  (18FTHA),  allowing  the 
comparison of the cumulative tracer uptake between different tissues throughout 
the whole body.  It  is able to measure the relative  integrated uptake of the tracer 
between tissues, but cannot precisely determine quantitative fluxes of the tracer in 
and out of the tissues. Dynamic acquisition PET scanning measures the flux of the 
tracer  in  and  out  of  tissues  directly.  It  is more  challenging  to  perform,  requiring 
relatively long acquisition scans targeted at a limited anatomical area determined by 
the field of view of the scanner, the determination of availability of the tracer in the 
arterial  blood  to  the  tissues  of  interest,  and  if  the  tracer  is  metabolized, 
measurements of the metabolite fraction over time using repeated blood samples. 
The  modelization  of  the  data  should  be  performed  using  linearization 
compartmental modeling or spectral analysis. (Karakatsanis et al. 2013) 
PET as an imaging modality is conveying primarily functional information, dealing with 
biochemistry  and metabolic  changes  that  occur  at  the molecular  level.  It  allows  for 
quantitative  measurements  of  the  regional  substrate  metabolism.  The  molecular 
sensitivity of PET is impressive, reaching the picomolar range and thus permitting the use 
of minuscule doses of tracers while retaining high specific activity. Usually a PET scanner 

















BAT  has  higher  glucose  metabolism,  due  to  the  high  number  of  intracellular 
mitochondria  and  high  energy  consumption.  As  a  result,  functional metabolically 












protocols  and  iterative  reconstruction  (Willowson,  Bailey,  and  Bailey  2012),  the 
repeated  examinations  needed  to  fully  evaluate  and understand BAT  in  different 
circumstances quickly accumulate the radiation burden. (Chen et al. 2016) 
In summary,  18FDG‐PET/CT  is a suboptimal method for  the assessment of BAT  for 
research purposes in the population of mainly healthy volunteers, especially when 
repeated examinations are needed. Therefore,  there has been a highly  increasing 




volume)  of  tissue  per  unit  time. Tissue  perfusion  can  be measured  noninvasively 
using  several  imaging  methods,  including  computed  tomography,  MR  perfusion 
22 Review of literature 
imaging and PET. Of those, the gold standard is PET with radiowater (15O-H2O), which 
is diffusible and  inert, exchanging freely between blood and tissues (Sharp 1994). 
BAT can be detected using perfusion imaging due to the increased blood flow of the 
tissue during cold activation. In ambient conditions, BAT blood flow is only slightly 
higher than that of WAT (Din et al. 2016). 
2.3.2 MR Imaging and Spectroscopy 
MRI is considered to be the best noninvasive imaging method for studying fat tissue 
due to  its supreme soft  tissue contrast, spatial  resolution, and nonionizing nature 
(Hu  et  al.  2012).  The  technique  is  very  versatile,  with  different  sequences  and 
applications. The development of this modality in the recent decades of radiology 
has been phenomenal. 
The  concept of MR  imaging was  independently discovered by  two  researchers  in 
1946,  by  Felix  Bloch  (Bloch  1946)  and  Edward  Purcell  et  al.  (Purcell  1945).The 
alignment  of  nuclear  magnetic  moments  with  the  external  magnetic  field,  their 
precession  at  Larmor  frequency,  and  the  resonance  phenomenon  enables  the 











In  normal  circumstances,  the  spins  in  tissue  are  randomly  oriented,  the  vectors 
















NMV  induces  a  current  in  the  receiver  coil  and  is  used  for  signal  creation.  Mz  = 




























to  encode  the  location  of  a  voxel  in  three‐dimensional  space.  The  gradient  coils 
adjust the magnetic field in a selected area linearly. The localization information for 
the  three dimensions  is  acquired  by  1)  the  excitation of  a  certain  section,  2)  the 











the  longitudinal  z‐axis  is  aligned with  the main magnetic  field.  (Bitar  et  al.  2006; 
Pooley 2005) 
RF coils both transmit and receive MR signal. Transmitter RF coils cause a change in 
the  direction  of  the  nuclear  spins.  The  resulting  signal  produced  by  resonating 
nuclear spins located in the tissue is detected by the receiver RF coil. The coils can 
be different in size depending on the target area. (Turner 1993) 
               a.          b. 
            
Figure 3.   a) Main magnetic field (B0) of MR scanners. N=North, S=South. b) Three‐dimensional 
coordinate  system  for  MR  scanners.  The  longitudinal  magnetization  is  typically 
horizontal and aligned with the patient’s longitudinal axis, for example, head to feet. 























to be at  the  identical point of  their  rotation simultaneously. After  the RF pulse  is 
turned off, the spin‐spin interactions cause the transverse magnetization to reduce 
at  a  certain  speed,  as  the  nuclei  begin  to  dephase.  This  phenomenon  is  called 
transverse or spin‐spin relaxation, described by the transversal relaxation time (T2). 
26 Review of literature 
a.   
 
b.   
 
Figure 5.   a) T2 decay occurs after the RF pulse has been turned off. Transversal magnetization 





















tends  to  interact  and  distort  an  applied  external  magnetic  field.  Materials  that 
disperse the main field are called diamagnetic. Materials that concentrate the field 
are called paramagnetic,  superparamagnetic, or  ferromagnetic, depending on  the 
magnitude of the effect. (Schenck 1996) 
Brown  adipocytes  have  more  mitochondria  than  white  adipocytes.  Also,  blood 
perfusion and oxygen consumption  in BAT  increase when the  tissue  is  stimulated 
(Din  et  al.  2016),  and  consequently  BAT  has  higher  levels  of  deoxyhemoglobin. 
Mitochondria and deoxyhemoglobin are both rich in iron, which contributes to the 
susceptibility effect and thus the lower T2* relaxation time in BAT. 






different  frequency.  The  difference  in  frequency  between  the  main  fat  peak 
(methylene) and the water peak is approximately 220 Hz at 1.5T, and 440 Hz at 3T, 


































fat  and  water  signal  vector  at  1,1  ms  (a)  and  2,2  ms  (b),  resulting  in  either  a. 








is  a  reliable  technique  for measuring  differences  in  BAT  volume  and  triglyceride 
percentage  during  cold  exposure  (Romu  et  al.  2015).  Lundstrom  et  al. measured 




sensitive  clinical  application  for  acquiring  biochemical  information  in  vivo,  by 
measuring the amount of endogenous metabolites in tissue, for example quantifying 









of  the  chain  length  of  the  fatty  acid,  which  varies  due  to  the  chain  length  and 
interruptions caused by double bonds. 
Besides the quantity of triglycerides in the fat tissue, the chemical composition of fat 
often  provides  useful  information.  For  this  purpose,  other  smaller magnitude  fat 
peaks are also measured with 1H MRS. The methyl (CH3) peak at 0.9 ppm can be used 
as  an  internal  reference  for  the  number  of  fatty  acid  molecules,  since  each 
triglyceride structure contains nine methyl protons. β‐methylene at 1.6 ppm is also 
characterized by a defined number of protons per  triglyceride, while  the peak of 




Figure 7.   Example of a  typical  1H‐MRS spectrum of supraclavicular BAT tissue. The analyzed 
spectrum shows a characteristic peak at 4.7 ppm representing water. The main fat 
peak of methylene (CH2)n at 1.3 ppm is considerably higher, demonstrating the fat 






MR  signal  into  its  fat  and  water  components  by  comparing  magnitude  images 
acquired with and without chemical fat saturation. A potential problem with these 






At  the  time  of  the  design  of  Study  I,  there  was  no  literature  of  fat  or  water 















sensitivity  for  soft  tissue  imaging are considered better  in MR  imaging  than  in CT 
imaging. (Ahmadi et al.) 




Contrast  ultrasonography  involves  the  application  of  the  ultrasound  contrast 
medium to traditional medical sonography (McCulloch et al. 2000). Ultrasound as an 
imaging modality relies on the reflection of sound waves from interfaces between 
different  substances  and  tissues.  Commercially  available  contrast media  are  gas‐
filled microbubbles that are administered intravenously to the systemic circulation. 






I  To  develop  MR  pulse  sequences  to  examine  adipose  tissue,  notably  to 
determine  the  existence  of  BAT,  to  quantify  the  amount  of  BAT,  and  to 
estimate the metabolic activity of BAT. (Studies I ‐ III) 
II  To apply 1H MRS to investigate the triglyceride content of BAT and WAT, and 





























































































































was  approved  by  the  State  Provincial  Office  of Western  Finland  (STH39A//ESLH‐
2006‐11128/Ym‐23). 
4.1.2 Human subjects (Studies I‐III) 








exclude  subjects  with  diabetes  or  other  diseases.  Subjects  with  normal  glucose 
tolerance  and  normal  cardiovascular  status  (assessed  on  the  basis  of 
electrocardiograms and measured blood pressure) were included. 
In study II, BAT and WAT biopsies were performed in those 9 subjects (out of total 
25) who provided  separate written  informed  consent  for  the procedure.  Eight  of 
those subjects were lean, and one was obese. 
All  subjects  included  in  studies  I‐III  gave  written  informed  consent  before  their 
participation.  The  studies  were  conducted  according  to  the  guidelines  of  the 










The  animals were  anesthetized  via  isoflurane  inhalation  during  the  18FDG‐PET/CT 
scan and then euthanized by carbon dioxide (CO2) gas prior to the MR studies. A dual‐
echo  (in/opp)  sequence was  used,  both with  and without  spectral  presaturation 
inversion recovery (SPIR) fat suppression (DUAL‐SPIR) to visualize BAT. After the MR 
scan, the BAT tissue of the rats was located visually through careful dissection, and 
it  was  then  removed  and  weighed.  The  removed  BAT  tissue  was  also 








was  performed  at  a  later  time  under  normal  warm  conditions.  The  MR 
parameters were almost identical to those applied on rats, excluding the FOV and 














1H  MRS  and  MRI  were  performed  on  22  of  the  25  subjects  (1  M/21  F).  The 
examination  was  conducted  in  ambient  room  temperature  conditions  without 
specific preparations. An MRI scan was obtained to provide anatomical reference in 
the neck and body area and also to measure the intra‐abdominal and subcutaneous 


























Another  group  of  volunteers  (n=13,  7 M/6  F) was  recruited  to  further  study MR 
imaging techniques at 3T PET/MRI: 4 of  the subjects were obese (2 M/2 F) and 9 
normal weight (5 M/4 F). MRI scans were obtained twice, during cold exposure and 







































Studies  II  and  III were  conducted  on  humans,  as well  as  a  study  of  3  healthy 
volunteers  which  was  conducted  as  a  part  of  study  I.  Basic  anthropometric 
measurements  were  performed  on  all  participants.  Waist  circumference  was 
measured at the navel level and hip circumference at the major trochanter level. 
Weight was determined using weighing  scales  (Seca, Hamburg, Germany)  and 
height with a measurement tape. Body mass index was calculated as the weight 
in kilos divided by the height in meters squared. Blood pressure was measured 
three  times  using  a  sphygmomanometer  (Omron,  Kyoto,  Japan)  in  the  prone 
position, and the mean values were used. 
5.2 LABORATORY STUDIES (Study II) 
In  study  II,  laboratory  tests  were  performed  on  all  participants.  Serum  total 
cholesterol and high density lipoprotein (HDL) cholesterol were determined from 


























being  positioned  in  the  scanner  for  the  cold‐exposure  scan,  the  subject,  while 
wearing  light  clothing,  spent  120 minutes  lying  on  a  bed with  a water  circulated 









all  eleven  rats.  Immediately  upon  dissection,  the  brown  adipose  tissue  was 
immersed and fixed in 10% buffered formalin (pH 7.4) and subsequently embedded 
in paraffin.  Five‐micrometer  sections were  cut  and  stained with  hematoxylin  and 
eosin. The histological  criteria  for  the  tissue  to be  labeled as brown  fat were  the 
following:  dense  capillary  vasculature;  typical  multiple  small  vesicles  in  the 
cytoplasm;  and  strong  eosinophilic  cytoplasmic  staining  (rather  than  a  single  fat 
droplet observed in the white adipose tissue cells). Using both morphological and 








BAT  for  the  biopsy  and  1H MRS  planning.  The  biopsy was  performed under  local 
anesthesia  (lidocaine supplemented with epinephrine). A plastic surgeon biopsied 
the  supraclavicular  fat deposit  from areas  that  corresponded  to  the  cold‐induced 









Study  III  was  conducted  using  a  Philips  Ingenuity  3T  PET/MR  scanner  (Philips 
Healthcare,  Cleveland).  The MR examination was performed using  a  two‐channel 
whole  body  RF  coil  for  excitation, while  signal was measured  using  a  32‐channel 
cardiac  coil.  Both MRI  and  PET measurements were  performed  during  the  same 






























presaturation  inversion  recovery  (SPIR)  pulse,  which  preceded  the  dual‐echo 
acquisition, a method termed DUAL‐SPIR. The inversion pulse (Tanaka et al. 2007) 
was  adjusted  such  that  the  zero  crossing  of  the  T1  relaxation  of  the  lipid  signal 
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occurred  at  the  center  of  the  excitation pulse. During  the multi‐slice  scans,  a  fat 
suppression  pulse was  applied  before  every  slice.  These  DUAL‐SPIR  images were 
obtained from six rats, and all of the other parameters, except for the addition of the 


















remaining  bright  interscapular  signal  intensity  in  each  subtraction  series,  was 
outlined  in  each  consecutive  slice  using  a  freehand  ROI  tool.  The  outlined  tissue 




the  two modalities.  This  fusion was  accomplished  using  the Mirada  7D  software 
package on a PET/CT workstation (Mirada Solutions Ltd., Oxford, England). Through 
co‐registration  of  the  anatomical  MR  and  CT  data  and  application  of  the  same 
transfer  matrix  to  the  PET  data  and  the  acquired  subtraction  MR  data,  highly 
accurate fusion of the MR and PET data was obtained. 
5.7.3 1H MRS imaging (Study II) 





A  pointed‐resolved  spectroscopy  (PRESS)  1H‐MRS  sequence  was  used  with  a 





10 mm  x  10 mm  x  12 mm.  1H‐MRS measurements  were  performed  in  both  the 
supraclavicular fat depot and in the subcutaneous WAT of the neck area (Fig. 12). 






Figure 12.  1H‐MRS of  supraclavicular BAT and subcutaneous WAT. Positioning of  the  1H‐MRS 
voxel. The analyzed spectrum of the voxel in the supraclavicular fat depot (a) shows 
a characteristic peak at 4.7 ppm that represents water (black arrow). The analyzed 








A  modified  2‐point  Dixon  sequence  (mDixon)  was  used  to  provide  anatomical 
reference  in  the  neck  and  body  area  and  to  calculate  SFF  maps.  The  mDixon 
sequence was a FFE 3D based sequence with TE1=1.07 ms, TE2=1.9 ms and TR=3.1 
ms. Voxel size was 1.75 mm x 2 mm x 1.5 mm and 133 slices were collected with an 














water  and  fat  signal  and  analyzed  using  commercial  Philips  software  on  the MR 
scanner  console.  The  image  series  were  visually  examined  by  an  experienced 
radiologist to ensure the quality of the data. 
Volumes of  interest  (VOIs) were drawn on semiautomatically  including  the whole 
anatomical supraclavicular fat depot using the Carimas 2.9 software package (Turku 









resulting  from  chemical  shift  artifacts  or  small  motion  artifacts.  The  3D  VOIs  on 





























18FDG‐PET/CT  scans  were  performed  on  eight  rats  using  a  hybrid  PET/CT  animal 
scanner, Siemens Inveon PET/CT (Siemens Medical Solutions, Knoxville, USA). 18FDG 
(16.45±0.64 MBq) was injected via a cannula inserted in the tail vein. The rats were 
anesthetized  with  isoflurane  60  min  prior  to  a  20‐min  static  PET  scan  that  was 
preceded  by  a  low‐resolution  CT  scan  used  for  attenuation  correction  and 
anatomical  reference.  The  body  temperature  was  not  actively  influenced  or 







BAT  deposits  with  subcutaneous  white  adipose  tissue.  The  volume  of  the 
metabolically activated BAT in the 18FDG‐PET images was measured using the Mirada 
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7D  software  package  on  the  PET/CT  workstation  (Mirada  Solutions  Ltd.,  Oxford, 
England). The PET scans were analyzed independently, and the reader was blinded 
to all other information. 
5.8.4 18FDG  (Studies  I‐III)  and  15O  H2O  perfusion  PET  (Study  II)  imaging  in 
humans 
18FDG‐PET and 15O‐H2O PET perfusion studies were performed in all subjects, using 
either  a  hybrid  PET/CT  scanner  or  a  stand‐alone  PET  scanner.  Combined  PET/CT 
studies were performed in 11 of the subjects of study II and all 3 human subjects of 














During  this  process  the  numerical  PET  data  (i.e.  number  of  counts  per  detection 






Summation  images  of  the  dynamic  PET  images  were  made  to  obtain  a  better 
statistical  reference  for  the  co‐registration with MRI  images.  Cold‐induced  18FDG 
uptake in the supraclavicular fat depot was assumed to reflect BAT. 
In study II and study I on human subjects, regions of interest (ROIs) were drawn 
on  18FDG‐PET  data  in  the  activated  area  and  adjacent  planes  and  also  in 
subcutaneous WAT in the neck area using the Vinci 2.54.0 software package (Max 
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Planck  Institute  for  Neurological  Research,  Cologne,  Germany).  The  glucose 
uptake and volume of activation were calculated using these ROIs. 
The ROIs were manually  outlined  in  the  fusion  image,  composed of  the  summed 










compartment model  including  fractional  arterial  blood  volume  (de  Langen  et  al. 
2008) was linearized and fitted with the subject's whole‐blood input function to PET 
data voxel‐by‐voxel using the Lawson‐Hanson nonnegative least‐squares technique 
to  produce  parametric  perfusion  images.  The  kinetic  modeling  allows  exact 
quantification  even  in  the  presence  of  flow  heterogeneity  and  the  nonuniform 















In  study  II,  the  mean  values  of  continuous  normally  distributed  variables  were 
compared  using  standard  t‐tests.  Median  division  was  performed  based  on 
supraclavicular  fat  deposit  triglyceride  content  (median  level=78.1%)  to  divide 
subjects into low‐ and high‐triglyceride content groups. The M‐values were log‐10‐
transformed prior to general  linear model analysis, and correlation analyses were 
performed  with  Spearman’s  correlation  due  to  the  skewed  distributions.  The 
correlations were performed with the supraclavicular fat deposit triglyceride content 
assumed to be a continuous variable. To examine independent associations between 
supraclavicular  fat  deposit  triglyceride  content  and  obesity‐related  metabolic 
markers, general linear models were used, adjusted for age and waist circumference, 
with the supraclavicular fat deposit triglyceride content as the explanatory variable 
and  the  metabolic  marker  (HDL‐cholesterol  or  log‐transformed  M‐value)  as  the 
response variable. Multivariable linear regression models were performed with the 
M‐value as the response variable and the BAT triglyceride content as the explanatory 






























be  observed,  the  DUAL‐SPIR  subtraction  method  makes  the  BAT  tissue 














Figure 15.  Human  cases  (study  I).  Calculated  in/opp  subtraction  DUAL‐SPIR  images  of  the 
supraclavicular BAT deposits (arrow) in all 3 healthy human volunteers acquired in 
the coronal plane (a) and 18FDG‐PET/CT images (b) of the corresponding area in each 









18FDG‐PET  uptake  in  activated  supraclavicular  fat  deposit  tissue  was  compared 
between subjects with higher and lower than median levels of triglyceride content 
measured  with  1H  MRS.  No  significant  difference  in  cold‐induced  BAT  activity 
between  the  high‐triglyceride  and  low‐triglyceride  content  groups  was  found. 
However, a tendency toward higher perfusion and glucose uptake in subjects with 









The  triglyceride  content  in  supraclavicular  fat  deposits  correlated  directly  with 
weight,  BMI,  waist  and  hip  circumference,  intra‐abdominal  fat  mass,  and  8‐year 
diabetes  risk  and  inversely  with  HDL‐cholesterol  and  M‐value.  The  association 
between BAT triglyceride content and M‐value remained significant independent of 
age, BMI, waist circumference and fat percentage. There was no correlation between 
triglyceride  content  in  supraclavicular  fat  deposits  and  fat  deposit  perfusion 
measured with PET during cold exposure (r=‐0.129, p=0.57). 
The triglyceride content  in supraclavicular  fat deposits demonstrated a significant 
association  with  the  log‐transformed  M‐value  when  adjusted  for  waist 
circumference  and  age  (β  =‐0.019  mg/kg/min,  p=0.03),  while  the  observed 
association  for  HDL‐cholesterol  was  attenuated  (β  =‐0.014  mmol/l,  p=0.13).  The 
supraclavicular  fat  deposit  triglyceride  content  was  associated  with  the  log‐
transformed  M‐value  (β  =‐0.025  mg/kg/min,  p=0.01)  when  age  and  waist 





























       
       
Age (years)  38,7±9.5  36,6±10.6  0.63 
Weight (kg)  71.1±19.1  84.0±15.6  0.10 
BMI (kg/m2)  25.6±6.7  30.4±5.8  0.09 
Waist (cm)  71.1±19.1  96.2±13.7  0.02 
Hip (cm)  98.0±16.4  106.4±13.5  0.20 
Waist/Hip ratio  0.81±0.07  0.90±0.07  0.005 
Systolic BP (mmHg)  116.0±11.7  121.9±15.6  0.33 
Diastolic BP (mmHg)  72.8±8.2  74.6±10.0  0.65 
Total cholesterol (mmol/l)  4.61±0.67  4.53±0.72  0.79 
HDL‐cholesterol (mmol/l)  1.92±0.40  1.46±0.38  0.01 
LDL‐cholesterol (mmol/l)  2.32±0.65  2.45±0.46  0.60 
Triglycerides (mmol/l)  0.85±0.23  1.30±1.14  0.23 
Intra‐abdominal fat mass (kg)  1.76±0.81  2.75±1.10  0.04 
Subcutaneous fat mass (kg)  7.37±7.21  8.58±5.13  0.67 
WAT fat percentage (%)  86.4±5.0  88.0±4.6  0.48 
Body fat percentage (%)  34.2±9.1  37.6±11.3  0.44 
Log‐transformed M‐value (mg/kg/min)  3.81±0.30  3.15±0.36  0.0002 




Fasting glucose (mmol/l)  5.06±0.27  5.33±0.29  0.04 
BAT 18FDG uptake during cold exposure  6.08±5,22  6.98±7,21  0.74 
BAT perfusion during cold exposure  12.4±8.33  10.9±4.60  0.61 






containing water  and  fat, with  significantly  lower  SFF  and  T2*  time  compared  to 
subcutaneous WAT (SFF versus WAT and T2* versus WAT both p < 0.0001 during cold 














    r value   p value 
       
BAT SFF during cold exposure (%)  81.9 ± 4.0  ‐0.64  0.02 
BAT SFF at ambient temperature (%)  82.3 ± 3.8  ‐0.63  0.02 
WAT SFF during cold exposure (%)  90.0 ± 2.9  0.06  0.84 
WAT SFF at ambient temperature (%)  89.1 ± 3.2  0.10  0.75 
Muscle SFF during cold exposure (%)  6.7 ± 1.4  ‐0.29  0.33 
Muscle SFF at ambient temperature (%)  7.6 ± 2.4  ‐0.18  0.55 
BAT T2* relaxation time during cold exposure (ms)  15.3 ± 1.1  ‐0.79  0.001 
BAT T2* relaxation time at ambient temperature (ms)  14.8 ± 1.8  ‐0.65  0.02 
WAT T2* relaxation time during cold exposure (ms)  20.7 ± 2.0  0.20  0.52 
WAT T2* relaxation time at ambient temperature (ms)   20.4 ± 1.4  0.26  0.38 
Muscle T2* relaxation time during cold exposure (ms)  28.6 ± 3.4  ‐0.12  0.70 
Muscle T2* relaxation time at ambient temperature (ms)  25.6 ± 3.4  ‐0.01  0.98 





























studied  in  the  scientific  literature,  with  varying  imaging  conditions  and 
circumstances. This study has engaged in testing MRI sequences, comparing them 











(SPIR).  The  subtracted  sequence  first  utilized  in  the  study  I  for  evaluating  BAT  is 
calculated  from  in/opp MR  images  by  subtracting  the  signal  of  the  out‐of‐phase 
image  from  the  in‐phase  image,  producing  a  fat‐only  image.  The  sequence  was 
modified by adding a  fat suppression pulse  (SPIR) before  imaging, with otherwise 
similar postprocessing, resulting in a fat‐suppressed fat‐only image.  
The higher water content of BAT results in greater signal cancellation on standard 
out‐of‐phase  images  compared  to  that  of  WAT.  The  addition  of  a  fat  selective 



























After  study  I was published, other methods of postprocessing Dixon  images were 
presented  to  obtain  values  that  could  be more  easily  compared.  Different  ratios 
were  calculated,  for  example  a  water‐to‐fat  signal  ratio  (Chen  et  al.  2013). 
Subsequently the technique was further refined by dividing the fat‐only image with 
the  in‐phase  image,  producing  a  signal‐fat‐fraction  (SFF)  image,  a  commercial 
sequence now widely used in BAT imaging (Hu, Yin, et al. 2013; Franz et al. 2015; 
Deng et al. 2015). Nonetheless, our research did prove the feasibility of Dixon‐based 
MRI  in  examining  BAT  and  paved  the  way  for  more  advanced  postprocessing 
techniques. 







reaffirmed our  results  in  adults  using  the  same  SFF  technique  (Deng  et  al.  2017; 
Franssens et al. 2016; Franssens et al. 2017). SFF is a robust technique for measuring 
fat and water content and thus determining the existence and volume of BAT. The 





and  there  are  no  available  commercial  sequences  or  postprocessing  software 
adapted  to  BAT.  As  a  result,  the  method  still  lacks  standardization,  the  scanner 
parameters being subtly different, making the comparison of the values difficult. T2* 
mapping is an intriguing potential technique for the dynamic assessment of BAT, but 






















improved.  This  is  especially  beneficial when  utilizing  SFF  and  T2* mapping,  since 
these measurements can be acquired simultaneously. The differences between WAT 
and BAT in the fat and water content as well as in oxygen consumption, iron content 
and  perfusion  properties  can  be  assessed  using  sequences  that  measure 
synchronously SFF, T2 relaxation and T2* relaxation. Algorithms such as those based 
on thresholding,  region‐growing, watershed, active contours and neural networks 






18FDG‐PET  has  been  the  gold  standard  in  detecting BAT  in  humans  (Cypess  et  al. 
2009; Saito et al. 2009; van Marken Lichtenbelt et al. 2009; Virtanen et al. 2009). It 






was  hypothesized  that  BAT  activation would  not  have  a  significant  effect  on  the 
anatomical fat composure assessed by MRI. This assumption was questioned, when 
Chen et al. applied BOLD fMRI to imaging BAT (Chen et al. 2013), while van Rooijen 







BAT  SFF  to  slightly  decrease,  suggesting  either  increased  perfusion  or  lipid 













fold  in  volume  compared  to  some  studies  with  minuscule  VOIs  containing  only 
maximally  activated  BAT  (Stahl  et  al.  2016).  BAT  consists  of  brown  and  white 
adipocytes  at  different  stages  of  differentiation,  and  our  method  examines  the 




the  fat  segmentation  is  less  rigorous  and  seems  to  include  vascular  structures, 
increasing the perfusion effect (van Rooijen et al. 2013). Due to the differences in 
the  definition  and  segmentation  of  the  BAT  tissue  it  is  difficult  to  compare  this 
research to previous literature. 
In conclusion, depending on the setting, cold exposure may not be necessary with 
MR  imaging.  Anatomical  fat  imaging  can  certainly  be  performed  without  cold 
conditioning, confirming the existence and quantifying the volume of BAT. According 
to our study,  for  this purpose, SFF mapping and T2* mapping seem to be able  to 
assess BAT independent of the activation state of the tissue. The fine changes in cold‐
activated BAT detected by dynamic MR imaging in recent studies are likely caused 












According  to  our  findings,  the  measurement  of  supraclavicular  fat  deposit 
triglyceride content could identify healthy subjects at  increased risk of developing 
insulin  resistance  independent  of  obesity.  Supraclavicular  fat  deposit  triglyceride 
content  correlated  directly  with  obesity  markers  (e.g.,  BMI,  waist  and  hip 
circumference,  intra‐abdominal  fat mass)  and  inversely with HDL‐cholesterol  and 
whole‐body insulin sensitivity as measured by the M‐value. The inverse association 
between insulin sensitivity and supraclavicular fat deposit triglyceride content was 
independent  of  age,  BMI,  waist  circumference,  or  8‐year  risk  of  diabetes  (as 






The  novel  finding  in  this  study  suggesting  BAT  triglyceride  content  being  an 
independent  mediator  of  whole‐body  insulin  sensitivity  independent  of  BAT 
metabolic activation, is well in line with a study pointing toward a protective effect 
of BAT presence in age‐associated development of obesity in humans (Yoneshiro et 
al.  2011),  as  well  as  with  research  suggesting  the  existence  of  BAT  to  be 








this  increase  in  BAT  triglyceride  content  shares  similar  pathogenesis  with  other 





Recently,  lower  BAT  triglyceride  content measured with  SFF maps  has  also  been 
shown  to  associate  with  less  obesity  and  a  more  favorable  metabolic  profile  in 
patients with clinical manifest  cardiovascular disease  (Franssens et al. 2017).  This 
seems to suggest that albeit  1H MRS  is  the most exact method for measuring the 
triglyceride content in vivo, SFF would be accurate enough to be used for this same 
purpose.  It  also  has  the  added  benefit  of  better  anatomical  resolution  and  the 
possibility for dynamic acquisition. 















that  different  MR  sequences  and  1H  MRS  have  great  synergy  when  performed 
together,  allowing  for  simultaneous  assessment  of  the  anatomy  and  fat  content. 
According  to  recent  research,  along  with  fat  fraction,  temperature  can  also  be 
derived  from  1H  MR  spectra  providing  further  tools  to  estimate  BAT  activation 
(Koskensalo et al. 2017). 
SFF mapping (Lundstrom et al. 2015) and T2*mapping (van Rooijen et al. 2013) can 
possibly  be  used  to  assess  the  rapid  changes  in  perfusion  and  lipid  consumption 









speed of  the possible clinical  implementation of  these techniques. However, with 
possible obesity‐related interventions and medications in the future, clinical imaging 
and  the  subsequent  implementation  of  automated  routines  by  MR  device 
manufactures is expected. 
Thus far, 18FDG‐PET has been the noninvasive gold standard for BAT measurement. 
It  is  a  robust  and  well‐researched  method,  but  has  several  disadvantages.  The 
radiation burden is considerable. This is emphasized by the need for the recurrent 




According  to  this  research, MRI  is  the  recommended modality  for  confirming  the 
existence of BAT and measuring BAT volume, while both 1H MRS and SFF excel at 
assessing  tissue  triglyceride  content.  There  is  already  some  research  on  using 
dynamic MRI to investigate BAT activation, but PET is still vastly better researched 
















material.  Including  people  with  more  diverse  backgrounds  and  especially  more 
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in  the near  future. The properties of adipose  tissue,  including BAT, are attracting 
tremendous  interest.  Adipose  tissue  is  no  longer  considered  to  be  a  simple  and 
passive  energy depot,  but  a  central  node  in multi‐directional  organ  cross‐talk.  1H 










future,  enabling  easier  opportunities  for  both  research  and  possible  clinical 
applications  of  fat  tissue MRI. However,  clinical  indications  for  this  are  yet  to  be 
determined.  Easy  commercial  sequences  and  solutions  for  the  functional 
examination  of  adipose  tissue  will  also  be  needed  before  routine  assessment  is 
conceivable. 
In  terms  of  next‐generation  perfusion  imaging,  there  are  some  interesting 
experimental techniques such as vessel architectural imaging (Emblem et al. 2013), 


























IV  MRI  is  superior  to  PET  imaging  while  examining  BAT  volume,  due  to  the 
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